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(57) Abstract: The invention relates to the use of at least one peptide, with the sequence (AA) n -Arg-Gly-Ser-( AAX, where (AA) is 
any amino acid or a derivative thereof and n = 0 to 3, as an active ingredient in or for the preparation of a cosmetic and/or derma- 
tological and/or pharamceutical preparation. The invention also relates to the use thereof for the treatment, amongst others, of the 
effects of cutaneous aging and/or the use thereof against cellulite, to a composition comprising the same and to a cosmetic method 
for the treatment of the skin using said peptide or said composition. 
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(57) Abrege : La presente invention a pour objet V utilisation d'au moins un peptide de sequence (AA)„-Arg-Gly-Ser-(AA) a , dans 
laquelle (AA) est un quelconque acide amin6 ou un de ses derives, n Stant compris entre 0 et 3, en tant qu'agent actif, dans ou pour 
la preparation d'une composition cosm6tique et/ou dennatologique et/ou pharmaceutique. U invention concerne aussi son utilisation 
afin de traiter, entre autres, les manifestations du vieillissement cutan6 et/ou son utilisation afin de lutter contre la cellulite. L' in- 
vention est, de la meme maniere, relative a une composition le contenant ainsi qu'a un proceed cosm^tique de traitement de la peau 
utilisant ledit peptide ou ladite composition. 
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COMPOSITION COSMETIQUE OU PHARMAC EUT I QUE COMPRENANT DES PEPTIDES 
POSSEDANT LE MOTIF ARG-GLY-SER 



5 Uinvention conceme le domaine de la cosm£tique et de la phannaceutique, notamment 

le domaine de la dermatologie. 

La pr£sente invention a pour objet une composition cosm&ique et/ou dermatologique 
et/ou phannaceutique comprenant comme principe actif au moins un peptide de s6quence 
(AA)n-Arg-Gly-Ser~(AA)n, dans laquelle (AA) est un quelconque acide amin6 ou un de ses 
10 deriv6s, n etant compris entre 0 et 3. 

La peau est un organe de revStement recouvrant la totalite de la surface du corps. Cest 
un organe vital assurant des fonctions multiples telles que des fonctions sensitives, 
protectrices vis k vis degressions externes multiples, immunitaires, metaboliques ou 

15 encore thermor6gulatrices. Ces roles sont rendus possibles grace k une structure complexe 
qui associe des structures tissulaires varices. La peau est constitute de trois compartiments 
distincts superpos6s : l'6piderme, le derme et rhypoderme. L*6piderme est un epith61ium de 
revetement qui constitue la structure externe de la peau et assure sa fonction de protection. 
Cette fonction est assuree par la coh6sion des cellules 6pith61iales et par la production 

20 dune proteine filamenteuse et resistante, la k6ratine. Le derme est un tissu conjonctif 
constitue d'une substance fondamentale dans laquelle baignent les fibroblastes, des fibres 
de collagene et des fibres d'elastine, fibres prot6iques synth6tisees par les fibroblastes. Les 
fibres de collagfene assurent une grande partie de la solidite du derme, elles participent k 
T61asticit6 et surtout k la tonicite de la peau et/ou des muqueuses. Au-dessous du derme se 

25 trouve une couche de tissus adipeux : lliypoderme. L'h^oderme est constitue d*une 
couche de graisse de reserve, ou tissus adipeux blanc, rattache a la partie inf6rieure du 
derme par des expansions de fibres de collag&nes et de fibres 61astiques. II est constitue de 
grosses cellules vacuolis6es, les adipocytes, presque entiferement remplies de triglycerides. 
Ces cellules peuvent changer rapidement de volume, lors d'un amaigrissement ou d'une 

30 prise de poids, et peuvent mesurer de 40 k 120 jxm de diam&re, ce qui correspond k une 
variation de 27 fois en volume. Le tissu adipeux contient 6galement du tissu conjonctif 
dans lequel se trouvent, entre autres, des fibroblastes particuliers et des preadipocytes. Ce 
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tissu adipeux est capable de stoker des lipides sous forme de triglycerides ou de les lib&er 
sous forme d'acides gras et de glycerol. 

Aujourd'hui, les professionnels de la sant6 et de la cosmetique mettent en oeuvre de 
plus en plus de moyens afin de d6couvrir de nouveaux principes actifs capables d'agir sur 
5 la peau. Cette industrie recherche des actifs non seulement capables de la prot6ger et de 
rentretenir mais aussi des actifs capables d'am61iorer son aspect ainsi que le bien-etre des 
individus qui Tutilisent On exige de ces nouveaux produits qu'ils possddent 
simultanement plusieurs proprietes et qu'ils presentent, par consequent, un spectre de 
performances ameliorS. Ces actifs se doivent done d'avoir un mode d'action general sur la 

1 0 peau, et ont done k agir a differents niveaux. 

Le but de la presente invention est de mettre a disposition une nouvelle substance, 
utilisable dans le domaine de la cosm<6tique et de la pharmacie, qui presente, outre des 
propri6t6s de soins de la peau, une action preventive et curative sur les manifestations du 
vieillissement cutan£, mais aussi une action stimulante et revitalisante. Cet actif pourra 

1 5 done, k la fois, combattre les pMnomdnes du vieillissement cutan£, protdger la peau d'une 
maniere efficace, ainsi que, par exemple, avoir une action amincissante. 

L* Adenosine 5 ! -triphosphate (ATP) est une molecule qui joue un rdle central dans 
beaucoup de mecanismes cellulaires. C'est, en effet, la source d'energie principale des 
cellules : cette molecule est capable de mettre en reserve de Tenergie chimique et de la 

20 restituer trds facilement dans les reactions qui necessitent de Fenergie pour se produire. 
L'ATP joue un role particulierement important au niveau de la peau : c*est un marqueur de 
la vitality et de l'activite des cellules. Puisque, en effet, PactivitS cellulaire correle 
6troitement avec, par exemple, une augmentation de la synthese de molecules essentielles 
telles que les prolines ou PADN. 

25 De ce fait, en augmentant la quantity d'ATP intracellulaire, on stimule la cellule et on 

lui apporte l'Snergie ndcessaire afin de synth&iser les enzymes qui induiront des 
mecanismes d'activation et qui permettront ainsi d'augmenter le m6tabolisme cellulaireV 
Ainsi, en stimulant par exemple la synthase des molecules essentielles au boii 
fonctionnement de la peau, telles que les prolines de la matrice extracellulaire (le 

30 collag£ne, Pelastine, la fibronectine) ou bien la k6ratine, on permettra alors k la peau de 
mieux hitter contre les ph6nom£nes du vieillissement et de favoriser son renouvellement 
(par une augmentation de la proliferation et de la differentiation cellulaire). Elle pourra 



WO 2004/043482 




T/FR2003/003280 



aussi mieux d6velopper son processus de reparation on, encore, lutter plus efficacement 
contre les dommages occasionnes par les UV. 

Les inventeurs ont reussi a selectionner des substances particulieres presentant des 
proprietes remarquables lorsque celles-ci sont appliquees sur la peau. 
5 De mantere inattendue, les inventeurs ont d£couvert que les peptides correspondant a la 

fonnule gSnerale (T) : 

(AA)n-Arg-Gly-Ser-(AA)n (J) 
dans laquelle (AA) est un acide amin6 quelconque, ou un de ses d6riv6s, et n est un entier 
compris entre 0 et 3, ont des propri6t6s remarquables en tant qu' agent de soin pour la peau. 

10 1/ actif ainsi obtenu poss&de des effets particulidrement remarquables au niveau de la 

peau. Outre ses propri6t6s de soin, il possdde une v6ritable action stimulante et 
revitalisante sur la peau et sur les cellules qui la compose. Ce compose possede ainsi des 
proprietes amincissantes et anti-cellulite, des propriety protectrices, mais aussi une action 
tres efficace dans la lutte contre les manifestations du vieillissement cutane. En effet, il a 

1 5 ete decouvert que ce peptide a un effet sur la modulation de la concentration d'ATP dans la 
cellule, sur la concentration intracellulaire de calcium ainsi que sur la production et 
Pactivation de proteines essentielles h la peau. 

Selon un premier aspect, la pr6sente invention a pour objet Futilisation, comme 
20 principe actif, d'au moins un peptide de formule (T) : 

(AA) n .Arg-Gly-Ser-(AA) n (I) ^ 
dans laquelle (AA) est un quelconque acide amin6 ou un de ses derives, n est un entier 
compris entre 0 et 3 ; seul ou en association avec au moins un autre agent actif, dans ou 
pour la preparation d ! une composition cosmetique et/ou dermatologjque et/ou 
25 pharmaceutique. 

Le tenne "acide amin6 ,f se r6fere ici & tout acide organique naturel ou non naturel ayant 
la formule (II) : 

-NHR-CR-C(0)-0- (TO) 
oil chaque -R est ind6pendamment s61ectionn6 entre un hydrogfene et un groupement alkyl 
30 ayant entre 1 et 12 atomes de carbone. Pr6f6rentiellement, au moins un groupement -R de 
chaque acide amin6 est un hydrogfcne. 

Par le terme "alkyl", on entend ici une chaine carbon6e pouvant Stre lin6aire ou 
ramiftee, substitute (mono- ou poly-) ou non-substitute ; satur6e, mono-satur6e (une 
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double ou triple liaisons dans la chaine) ou poly-insatur6es (deux ou plusieurs doubles 
liaisons, deux ou plusieurs triples liaisons, une ou plusieurs doubles liaisons et une ou 
plusieurs triples liaisons dans la chaine). 

A la connaissance de la demanderesse, il n'a jamais et6 decrit dans Tart anterieur 
5 1 'utilisation d'un peptide de sequence (AA)n-Arg-Gly-Ser-(AA)n dans laquelle (AA) est 
un acide amin6 quelconque, ou un de ses d£riv£s, etnun entier compris entre 0 et 3, en 
cosmfctique et/ou en dermatologie et/ou en pharmaceutique. 

Le peptide utilise selon l'invention peut contenir notamment de 3 & 9 residus d'acides 
amines, et en particulier 3, 4 ou 5 r6sidus d'acides amines. 
10 L'invention concerne notamment 1'utilisation de peptides contenant au moins la 

sequence peptidique Arginine-Glycine-Serine ainsi que Tutilisation de derives de ces 
peptides. Selon un mode de realisation actuellement pref£r&, le peptide pr6cit6 est 
prefSrentiellement le peptide de sequence Arg-Gly-Ser. 

Lorsque Ton utilise un peptide contenant le tripeptide Arginine-Glycine-Serine, il est 
15 bien entendu que celui-ci est choisi de telle sorte que les acides amines entourant le motif 
Arginine-Glycine-Serine, tant par leur nature que par la structure secondaire du peptide 
qu f ils vont induire, n'empechent pas celui-ci d ! exercer l'activite pour laquelle il est utilise 
dans la pr^sente invention. 

Les deriv6s d'acides amines et les derives de peptides sont, par exemple, ceux dont au 
20 moins un groupement fonctionnel (en particulier les groupements amines et carboxyliques) 
est protege avec un groupement protecteur. En effet, il se peut que pour des questions de 
resistance a la degradation, il soit necessaire d'utiliser selon l'invention une forme prot6g6e 
du peptide. La forme de protection doit 6videmment etre une forme biologiquement 
compatible et doit etre compatible avec une utilisation dans le domaine des cosmetiques oii 
25 de la pharmacie. n 
De nombreuses formes de protection biologiquement compatibles peuvent etre. 
envisag^es, elles sont bien connues de lliomme du metier, comme par exemple l'acylation 
ou l'acetylation de TextrSmitS amino-terminale, ou Tamidation ou l'esterification de 
rextremite carboxy-terminale. Ainsi, l'invention concerne une utilisation telle que definie 
30 prtc^demment caract6ris6e par le fait que le peptide est sous forme protegee ou non. 

De pr6ference, on utilise une protection bas6e soit sur l'acylation ou Tac&ylation de 
Textremite amino-terminale, soit sur l'amidation ou l'esterification de l'extremite carboxy- 
terminale, soit encore des deux. 
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Les derives d'acides amines et les derives de peptides concernent aussi les acides 
amines et les peptides relies entire eux par une liaison pseudo-peptidique. On entend par 
"liaison pseudo-peptidique" tous les types de liaisons susceptibles de remplacer les liaisons 
peptidiques "classiques". 
5 Dans le domaine des acides amines, la geometrie des molecules est telle qu'elles 

peuvent theoriquement se presenter sous la forme d'isomeres optiques differents. II existe 
en effet une conformation moleculaire de l'acide amin6 (AA) telle qu'elle devie k droite le 
plan de polarisation de la lumidre (conformation dextrogyre ou D-aa), et une conformation 
moleculaire de l'acide amin<§ (aa) telle qu'elle devie a gauche le plan de polarisation de la 

10 lumiere (conformation levogyre ou L-aa). La nature n f a retenu pour les acides amines 
naturels que la conformation levogyre. En consequence, un peptide d'origine naturelle ne 
sera constitue que d'acides amines de type L-aa. Cependant la synthese chimique en 
laboratoire pennet de preparer des acides amines ayant les deux conformations possibles. 
A partir de ce materiel de base, il est ainsi possible d'incorporer lors de la synthese de 

15 peptide aussi bien des acides amines sous forme d'isomeres optiques dextrogyre ou 
levogyre. Ainsi, les acides amines constituant le peptide selon l'invention, peuvent Stre 
sous configuration L- et D-, de maniere preferentielle, les acides amines sont sous forme L. 
Le peptide selon l'invention peut done etre sous forme L-, D- ou DL-. 

Les peptides, objets du present brevet, peuvent etre obtenus soit par synthese chimique 

20 classique (en phase solide ou en phase homogene liquide), soit par synthese enzymatique 
(Kullman et aL, J. Biol. Chem. 1980, 225. 8234) £ partir d'acides amines constitutifs ou de 
leurs derives. Les peptides selon Tinvention peuvent etre aussi obtenus par fermentation 
d'une souche de bacteries modifiees ou non, par genie gen6tique pour produire les peptides 
de s6quence, indiqu^e prec^demment, et leurs fragments, ou encore par extraction de 

25 prolines d'origine animale ou vegetale, preferentiellement d'origine vegetale, suivie d'une 
hydrolyse controlee qui libere les fragments peptidiques de tallies moyennes et de petites 
tailles dont il est question, avec la condition que les elements liber6s doivent contenir au 
moins la sequence Arg-Gly-Ser. 

De tres nombreuses prolines trouvees dans les plantes sont susceptibles de contenir 

30 ces sequences au sein de leur structure. Uhydrolyse menagee permet de d6gager ces 
fragments peptidiques. II est possible, mais non n6cessaire pour realiser Tinvention, 
d'extraire soit les prolines concemtes d'abord et de lliydrolyser ensuite, soit d'effectuer 
Wiydrolyse d'abord sur vn extrait brut et de purifier les fragments peptidiques ensuite. 
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D^utres precedes plus simples on plus complexes peuvent etre envisages par Wiomme du 
metier cormaissant le metier de synthese, d'extraction et de purification des prolines et des 
peptides. Ainsi le peptide selon l'invention peut Stre un peptide d'origine naturelle ou 
synthetique. Preferentiellement selon l'invention, le peptide est obtenu par synthase 
5 chimique. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, le peptide precite est 
pr6alablement solubilise dans un ou plusieurs solvants cosm6tiquement ou 
pharmaceutiquement acceptable, classiquement utilise par l'homme du m6tier, comme 
l'eau, l'6thanol, le propylene glycol, le butyldne glycol, le dipropyidne glycol, les diglycols 

10 6thoxyl6s ou propoxyl6s, les polyols cycliques, la vaseline, une huile v6g6tale ou tout 
melange de ces solvants. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de l'invention, les peptides 
precit6s sont prealablement solubilis6s dans un vecteur cosmetique ou pharmaceutique 
comme les liposomes ou adsorb6s sur des polym£res organiques poudreux, des supports 

IS mineraux comme les talcs et bentonites, et plus g6n6ralement solubilis£s dans, ou fixes sur, 
tout vecteur cosm6tiquement ou pharmaceutiquement acceptable. 

n est bien entendu evident que le peptide selon Finvention peut etre utilise seul ou bien 
en association avec au moins un autre agent actif, dans ou pour la preparation d f une 
composition cosmetique et/ou dermatologique et/ou pharmaceutique. 

20 J 
Le peptide selon l'invention est avantageusement utilise comme agent de soin et de 
traitement pour la peau et/ou les phan&res. On entend par agent de soin et de traitement, au 
sens de la presente invention, des agents qui pr6sentent, de fa$on generale, une activite 
reparatrice et revitalisante permettant, entre autres, a la peau et/ou aux phanSres de mieux 

25 r6agir aux agressions qu'elles peuvent rencontrer. 

Ce peptide possede une action favorable au niveau du metabolisme 6nergetique des 
cellules de la peau, telles que les fibroblastes et les adipocytes, ainsi qu'une activity 
cytostimulante. Le peptide selon l'invention est avantageusement utilise en tant qu'agent 
de soin et de traitement pour la peau et/ou les phandres permettant d'activer le metabolisme 

30 energetique cellulaire. Par agent permettant d'activer le metabolisme energ6tique 
cellulaire, on entend, par exemple, des composes capables d'augmenter la synthese d'ATP 
intracellulaire des cellules de la peau ou encore capables d'augmenter la concentration de 
calcium intracellulaire. En effet, il a ete d6montr6 que le peptide selon l'invention permet 
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d'augmenter la synthase d'ATP intracellulaire, notamment, au niveau des fibroblasts et 
des adipocytes ; mais aussi qu'il est capable de provoquer une hausse de la concentration 
du calcium intracellulaire des cellules de la peau. Cette stimulation permet d'activer 
difRrents m6canismes favorables a la cellule, notamment afin de Taider k lutter contre le 
5 stress et le vieillissement Le peptide selon Tinvention peut aussi avoir une action anti- 
oxydante. 

L'activite cytostimulante et revitalisante du peptide selon Tinvention se caracterise par 
une augmentation de la differentiation et de la regeneration cellulaire. En effet, le peptide 
selon Tinvention favorise la differentiation cellulaire, notamment celle des k6ratinocytes. 

10 Ces derniers migrent plus rapidement vers la surface de repiderme et assurent une 
meilleure resistance de la couche corn6e. En progressant vers les couches sup6rieures, les 
k&ratinocytes s'aplatissent et d6versent dans Tespace extracellulaire un ciment constitu6 de 
lipides, cholesterol, acides gras libres satur£s et c6ramides qui augmentent la cohesion 
entre les cellules et contribuent ainsi au role de barriere de l'epidenne. Le peptide 

15 augmente done de manifere efficace la fonction de barriere cutanee de la peau et favorise 
ainsi la regeneration tissulaire. 

Le compos6 selon le pr&ente invention, par son action cytostimulante, va intervenir de 
maniere efficace au niveau de tous les ph6nomenes lies au vieillissement cutan6 et au de 
stress de la cellule. La reserve energetique constitute par le peptide selon Tinvention 

20 am&iore la synthase des prot6ines au niveau des cellules de la peau et/ou am61iore leur 
stabilite, tout particuli&rernent au niveau des cellules epidermiques. 

II a 6t6 d6montr6 que les peptides, selon Tinvention, ont des effets b6n£fiques sur les 
prolines de la matrice extracellulaire, notamment qu'ils permettent d'augmenter et de 
favoriser leur synthase. Par proteine de la matrice extracellulaire, on entend, par exemplej 

25 des prot6ines telles que le collag&ie, la fibronectine ou encore reiastine. De la meme 
maniere, il a 6t6 d6montr6 que le peptide de formule (I) possfede une action effice au niveau 
des k6ratinocytes. L'invention a done pour autre objet Tutilisation d'au moins un peptide tel 
que d6fini pr6cedemment, dans ou pour la preparation d ! une composition, afin de stimuler 
la synthase de keratines. 

30 Le peptide selon Tinvention est ainsi particulierement bien adapte k une utilisation afin 
de lutter de maniere curative et/ou preventive contre les phenomenes du vieillissement 
cutan6. Par modifications cutan6es du vieillissement, on entend toutes modifications de 
T aspect exterieur de la peau dues au vieillissement, comme, par exemple, les rides et 
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ridules, la peau fl6trie, la peau molle, la peau amincie, le manque d'elasticite et/ou de tonus 
de la peau, la peau terne et sans 6clat mais egalement toutes modifications internes de la 
peau qui ne se traduisent pas syst£matiquement par un aspect exterieur modifie comme, par 
exemple, toutes degradations internes de la peau consecutives a une exposition aux 
5 rayonnements ultra-violets. 

L'augmentation de la concentration d'ATP va aussi permettre k la cellule d'etre 
protegee et de mieux resister au stress que produit sur elle renvironnement. La cellule va 
done 6tre proteg6e contre tous types degressions ext6rieures. La pr6sente invention 
concerne done l'utilisation d'au moins un peptide de formule (I) tel que defini 

10 precedemment, dans ou pour la preparation d*une composition, afin de prot£ger la peau 
et/ou les cheveux contre tous types degressions ext£rieures. On entend par le terme 
"agression extdrieure" les agressions que peut produire l'environnement. Ces agressions 
peuvent etre d'origine chimique, physique, biologique ou thennique. A titre d'exemple, on 
peut citer des agressions telles que la pollution, les UV, les frottements, Teau k forte 

15 concentration de calcaire, les variations de temperature ou encore les produits a caractere 
irritant tels que les tensioactifs, les conservateurs ou les parfums. 

Par ailleurs, par son activity stimulante, le peptide possede une activity particuliere et 
prononc6e sur la lipolyse, ce qui le rend particuli&rement utile dans des preparations k 
vis6e amincissante. D a, en efFet, 6t6 constate que le peptide selon Tinvention, ou la 

20 composition le contenant, possede une action efficace au niveau des adipocytes. Ce peptide 
peut 6tre ainsi utilise dans ou pour la fabrication d'une composition cosm6tique et/ou 
pharmaceutique, a usage topique, destin6e au traitement de la cellulite et/ou au traitement 
de la peau d'orange. H est utilise d*une mani&re plus g6nerale afin de r6duire, eiiminer ou 
pr6venir les surcharges graisseuses sous-cutanees. La cellulite est une configuration 

25 particuliere du tissu adipeux. Elle designe un aspect matelass6 et capitonn6 de la peau qui 
correspond, de fa9on sch6matique, k Taccentuation de tissus adipeux dans certaines 
regions du corps due k une augmentation de la quantite de graisse, stockee dans les 
adipocytes, dont le volume et le nombre augmente. A un stade avance de la formation de 
cellulite, la peau prend spontan6ment Taspect de « peau d'orange ». 

30 Le peptide selon l'invention contribue k faire diminuer significativement la quantity de 

triglycerides contenue dans les vacuoles adipocytaires. Ce phenomfene est dti. k une 
augmentation du ph6nomene de lipolyse dans les adipocytes, m£canisme qui passe par une 
augmentation de la quantite d* ATP intracellulaire suivie d'une augmentation de la quantity 
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d'AMPc intracellulaire. Cette augmentation de la quantity d'AMPc a pour consequence 
une stimulation accrue de Tactivite de la Triglyceride-lipase, enzyme qui permet 
rhydrolyse des triglycerides en acides gras. La lipolyse, etant la reaction d'eiimination des 
triglycerides stockes dans les adipocytes, une augmentation de ce phenomene pennettra 
5 une elimination plus impoitante des triglycerides ainsi qu'une augmentation du relargage 
des acides gras libres et du glycerol dans le milieu extracellulaire. Ainsi, lorsque la quantite 
de triglycerides presents dans les vacuoles adipocytaires diminue, leur volume d£croit. La 
peau reprend ainsi petit & petit son aspect « normal » : le tissu cellulitique est diminue, 
Teffet peau d'orange est att6nu6, T aspect disgracieux du corps s'estompe peu k peu. Ainsi, 
10 le degr6 d'activite lipolytique de peptide selon Tinvention et sa capacity k agir sur la 
lipolyse, va varier en fonction de la quantite d'AMPc. Le peptide va done permettre de 
diminuer, ralentir ou r6sorber les depots graisseux. L'actif selon Tinvention ou la 
composition le contenant aura une activity amincissante et pennettra d'am61iorer Taspect 
de la peau et, en particulier, d'attenuer Taspect « peau d'orange ». 

15 

Selon un autre aspect, Tinvention concerne une composition cosm6tique et/ou 
dermatologique et/ou pharmaceutique caract6ris6e en ce qu'elle contient, Hatir un milieu 
acceptable, comme principe actif, au moins un peptide de formule (I) : 

(AA)„-Arg-Gly-Ser-(AA) a (T) 
20 dans laquelle (AA) est un quelconque acide amine ou un de ses d6riv6s, n est un entier 
compris entre 0 et 3. Selon une realisation particulierement avantageuse de Tinvention, la 
composition contient le peptide de la sequence Arg-Gly-Ser. 

D'une fa9on plus generale, la composition selon Tinvention contient le compose actif 
tel que defini precedemment Ainsi, le peptide present dans la composition est choisi parmi 
25 les peptides dont au moins un groupement fonctionnel est prot6g6 par un groupement 
protecteur, ce groupement protecteur etant soit une acylation ou une acetylation de 
rextremite amino-terminale, soit sur ime amidation ou une esterification de Textremite 
carboxy-terminale, soit les deux. 

n est bien entendu que le peptide selon Tinvention peut etre utilise seul ou en 
30 association avec au moins un autre agent actif, 

Dans la composition selon Tinvention, le peptide peut Stre un melange de derives 
peptidiques et/ou constitu6 de derives d'acides amin6s. 
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La composition contenant le peptide selon rinvention peut etre une composition 
cosmetique ou dermatologique ou pharmaceutique. Preferentiellement selon Invention, la 
composition est une composition cosmetique, car elle est destinee a am61iorer Taspect et 
les performances cutan6es g6n6rales de l'individu qui en fait usage. La composition selon 
5 1'invention est pref&rentiellement une composition cosmetique et/ou dermatologique 
adaptee k V administration par voie topique cutan6e comprenant un milieu cosmetiquement 
ou pharmaceutiquement acceptable. 

n est bien evident que rinvention s'adresse aux mammiferes en general et plus 
particuli&rement aux etres humains. 

10 La quantity efficace de principe actif correspond k la quantity n6cessaire pour obtenir le 

r6sultat d6sir6. Selon im mode de realisation avantageux de rinvention, le peptide pr6cite 
est present dans les compositions de rinvention k une concentration comprise entre 0,005 
et 500 ppm (parties par million) environ, et preferentiellement k une concentration 
comprise entre 0,1 et 50 ppm environ par rapport au poids total de la composition finale. 

15 Quelle que soit la forme de rinvention, la composition selon l'invention peut etre 

ing6ree, injectde ou appliqu6e sur la peau (sur toute zone cutan6e du corps), les cheveux, 
les ongles ou les muqueuses. Selon le mode d'administration, la composition selon 
Tinvention peut se presenter sous toutes les formes gal6niques normalement utilis6es. 
Preferentiellement, les compositions selon la prSsente invention se presenteront sous une 

20 forme galenique adaptee k 1' administration par voie topique cutan6e, et couvrent toutes les 
formes cosm6tiques ou dermatologiques. Ces compositions doivent done contenir xm 
milieu cosm6tiquement acceptable, e'est-i-dire compatible avec la peau, les muqueuses, 
les poils ou les cheveux. Ces compositions pourront notamment se presenter sous forme 
d'une solution aqueuse, hydralcoolique ou huileuse ; d ! ime 6mulsion huile-dans-eau, eau- 

25 dans-hxiile ou Emulsions multiples ; elles aussi peuvent se presenter sous forme de cremes, 
de suspensions, ou encore poudres, adapt6es k une application sur la peau, les muqueuses,- 
les levres et/ou les cheveux. Ces compositions peuvent Stre plus ou moins fluides et avoir 
1* aspect d'une crfeme, d'une lotion, d'un lait, d'un s6rum, d'une pommade, d'un gel, d'une 
pate ou d'une mousse. Elles peuvent aussi se presenter sous forme solide, comme un stick 

30 ou etre appliqu6es sur la peau sous forme d*a6rosol. Elles peuvent 6tre utilisees comme 
produit de soin et/ou comme produit de maquillage de la peau. 

Ces compositions comprennent, en outre, tout additif usuellement utilis6 dans le 
domaine d'application envisage ainsi que les adjuvants necessaires k leur formulation, tels 
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que des solvants, des 6paississants, des diluants, des anti-oxydants, des colorants, des 
filtres solaires, des agents auto-bronzants, des pigments, des charges, des conservateurs, 
des parfums, des absorbeurs d'odeur, des actifs cosm6tiques ou pharmaceutiques, des 
huiles essentielles, des vitamines, des acides gras essentiels, des tensioactifs, des 
5 polymferes filmog&nes, etc. Dans tons les cas, lTiomme du metier veillera a ce que ces 
adjuvants ainsi que leurs proportions soient choisis de telle mani&re k ne pas nuire aux 
proprietes avantageuses recherch6es de la composition selon Finvention. Ces adjuvants 
peuvent, par exemple, corresponds de 0,01 k 20 % du poids total de la composition. 
Lorsque la composition de Finvention est une Emulsion, la phase grasse peut repr6senter de 
10 5 a 80 % en poids et de preference de 5 k 50 % en poids par rapport au poids total de la 
composition. Les emulsionnants et co-emulsionnants utilises dans la composition seront 
choisis parmi ceux classiquement utilises dans le domaine consid6re. Par exemple, Us 
peuvent etre utilises en une proportion allant de 0,3 k 30 % en poids, par rapport au poids 
total de la composition. 

15 Bien entendu, Fhomme du metier veillera k choisir les eventuels composes 
compl6mentaires, actifs ou non-actifs, et/ou leurs quantity, de telle sorte que les propri&6s 
avantageuses du melange ne soient pas, ou sensiblement pas, alterees par Fadjonction 
.envisagee. 

Les compositions selon l'invention trouvent une application notamment comme 
20 compositions cosmetiques ou pharmaceutiques pour la peau, les muqueuses et/ou les semi- 
muqueuses, mais aussi comme compositions cosmetiques ou pharmaceutiques pour les 
phaneres et/ou les cheveux. Elles trouvent une application toute particuliere en tant que 
produit de protection et/ou de soin de la peau, ou encore en tant que composition anti-ride 
et/ou anti-age, ou encore en tant que composition amincissante et/ou raffermissante. La 
25 composition amincissante et/ou raffermissante pourra etre appliquee localement sur les 
zones du visage ou du corps k affiner, en particulier sur les hanches, les fesses, les cuisses, 
le ventre, le visage. On peut 6galement envisager une application dans le domaine des 
compositions de maquillage de la peau du visage et du corps, telles que les rouges k l&vres, 
les fond de teint, les crfemes teintees, les sticks anti-cemes, ou les compositions anti- 
30 solaires ou de bronzage artificiel. 

Les compositions, objet de l'invention, trouvent leur appUcation dans grand nombre de 
traitements notamment cosm6tiques ou dermatologiques, et elles peuvent constituer une 
composition cosmetique, notamment pour le traitement, la protection, le soin, le 
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demaquillage et/ou le nettoyage de la peau, des levres et/ou des cheveux, et/ou pour le 
maquillage de la peau, des tevres, des oils et/ou du corps. La composition selon rinvention 
peut egalement consister en des preparations solides comprenant egalement des savons ou 
des pains de nettoyage. La composition peut etre aussi conditionn6e sous forme d'une 
composition pour aerosol comprenant 6galement un agent propulseur sous pression. La 
composition peut etre aussi a usage bucco-dentaire, par exemple une pate de dentifrice. La 
composition de rinvention peut aussi etre une composition cosmetique destinee k une 
administration par voie orale. Pour une administration par voie orale, la composition selon 
rinvention peut se presenter sous toutes formes adaptees, particulierement sous forme 
d'une solution buvable, d*un sirop, d*un comprime, d'une dragee, d'une gelule, ou encore 
d'un aliment ou complement nutritionnel. Selon rinvention, on peut ajouter a la 
composition de rinvention d'autres agents actifs destines, entre autres, k la prevention et/ou 
au traitement des manifestations cutantes du vieillissement, ou bien destine k la protection 
de la peau contre les agressions exterieures, ou encore des actifs destines au traitement de 
la cellulite et au phenom&ne de « peau d'orange ». 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne un procede de traitement 
cosmetique destinee k traiter les peaux Sg6es et/ou k combattre de maniere curative et/ou 
preventive les phenom^nes de vieillissement cutan6 consistant k appliquer, sur la surface 
20 de la peau, une quantite efficace d'une composition telle que definie precedemment. C'est- 
i-dire une composition contenant le peptide correspondant k la formule g6n6rale (T), afin 
d'obtenir l'action d6sir6e. La presente invention concerne, de la meme manure, un procede 
de traitement cosmetique afin de prot6ger la peau et/ou les cheveux contre tous types 
degressions ext6rieures. Selon un autre aspect de rinvention, la presente invention 
25 concerne un proc6d6 de traitement cosmetique afin de favoriser la differentiation cellulaire 
et/ou de favoriser la r6g6n6ration tissulaire et/ou de renforcer la barrtere cutan6e de la peau 
consistant k appliquer, sur la surface de la peau, une quantite efficace d'une composition 
telle que definie precedemment. La presente invention concerne aussi un procede de soin 
cosmetique afin d'obtenir une action amincissante, ainsi qu'un procede de soin cosmetique 
30 destine k r6duire, eiiminer et/ou prevent les surcharges graisseuses sous-cutan6es, et/ou 
destine k lutter contre la cellulite et/ou a lutter contre le phenomene de peau d'orange, 
consistant a appliquer, topiquement, sur les zones concernees de la peau, une quantite 
efficace d'une composition telle que definie pr6cedemment. Des modes de realisation 
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particuliers de ce precede de traitement cosmetique resultent egalement de la description 
pr£cedente. 

Le proc£de de traitement cosmetique de Tinvention peut etre mis en aeuvre notamment 
en appliquant les compositions cosmetiques telles que definies ci-dessus, selon la 
5 technique d'utilisation habituelle de ces compositions, par exemple : application de cremes, 
de gels, de s£rums, de lotions, de laits, de shampooings ou de compositions anti-solaires, 
sur la peau ou sur les cheveux, ou encore, application de dentifrice sur les gencives. 

D'autres avantages et caracteristiques de Tinvention apparaitront tnieux a la lecture des 
exemples donn6s k titre illustratif et non limitatif . 

10 

Exemple 1 — Mise en Evidence de l'effet du peptide sur la quantity d* ATP intracellulaire. 

Le but de cette etude est de determiner rinfluence du peptide selon Pinvention sur la 
production d f ATP par differentes cellules de la peau. Cette etude s'effectue k l'aide d'un 
Kit, "ATP Bioluminescence Assay Kit HS 11", qui pennet d f appr6cier le taux d f ATP 

15 intracellulaire. L' etude est effectuee sur des fibroblastes ainsi que sur une lign6e cellulaire 
preadipocytaire 3T3-L1 differenciSe. 

Le test a 6t6 effectue, pour une part, sur des fibroblastes. Ces fibroblastes ont et6 
cultiv6s puis mis en culture dans des plaques k 12 puits (Labtecks). Lorsque les cellules 
sont arriv6es k 80 % de confluence, une solution contenant le peptide de sequence Arg- 

20 Gly-Ser k la concentration de 10" 6 M a ete appliquee sur les cellules pendant des durees de 
5, 15, 30 et 60 minutes. Des tests contrdles ont 6t6 effectuSs en appliquant, sur les cellules, 
des solutions ne contenant pas d'actif. 

Le test a, de la meme manure, et6 effectu6 sur des fibroblastes 3T3-L1 en culture. Ces 
cellules ont la particularity de se differencier, sous Taction d'un cocktail hormonal, eri 

25 prSadipocytes puis en adipocytes charges de triglycerides. Les cellules preadipocytaires 
sont ensemenc6es dans des Labteks et entretenues jusqu'i 100 % de confluence en milieu 
de culture DMEM 10 % et SVF. Arriv6es a confluence, les cellules sont alors cultivees en 
milieu de culture classique, contenant des inducteurs de differentiation (IBMX, 
dexamethasone et insuline), de fa$on k passer en phases de differentiation terminale et k 

30 obtenir ainsi des adipocytes matures. Les adipocytes sont alors trails avec le peptide de 
sequence Arg-Gly-Ser, repr^sentatif de la famille de peptide selon Tinvention, mis en 
solution k 1 % d'une solution k 50 ppm, ou avec une solution ne contenant pas Tactif. Les 
adipocytes sont incub6s pendant des dur6es differentes : 5 minutes, 15 minutes et 3 heures. 
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A la fin du temps d'incubation, les differentes plaques, contenant les fibroblastes ou les 
adipocytes, sont vid6es, puis rincees avec 2 mL de PBS froid puis 250 |iL d*un tampon de 
lyse, founds par le kit, sont ajoutes. Les cellules sont ensuite recolt6es, separement, dans 
des tubes de 14 mL et chaque puits est rinc6 avec 2x500 |lL de PBS froid. Chaque tube est 
5 ensuite pass6 au polytron durant 10 secondes k 18000 tr/min. Une dilution au l/1200eme 
est effectufee pour chaque condition, avec du PBS froid, avant chaque lecture. 

Le dosage d'ATP est r6alis6 sur ces 6chantillons : 50 ^iL de cette dilution sont d6pos6s 
dans une luma-cuvette et 50 fiL de luminol sont ajoutSs. AprSs 10 secondes, la lecture de la 
luminescence est d6clenchee. Les mesures sont effectu6es k Taide d'un appareil : le 
10 Biocounter M2010A LUMAC®/3M. 

Les r6sultats obtenus expriment le pourcentage d'augmentation de la luminescence. 
Cette luminescence a ete mesuree apr&s difiterentes p6riodes d'incubation, dans les cellules 
traittes avec les actifs par report aux cellules non traitees, dans les fibroblastes ainsi que 
dans les adipocytes. Cette augmentation de luminescence exprime l'augmentation de la 
15 quantity d'ATP intracellulaire, la luminescence 6tant proportionnelle k la quantite d'ATP 
pr6sente dans les cellules. 



Temps 


t = 5min 


t = 15 min 


t = 30 min 


t = 3 hemes 


Sur fibroblastes 
traites avec actif 


+ 60%, 


+ 75% 


+ 45% 


+ 0,2% 


Sur adipocytes 
traites avec actif 


+ 1% 


+ 30% 




+ 16 % 



Ces r6sultats d6montrent qu'en presence du peptide la quantity d f ATP intracellulaire 
20 augmente significativement par rapport aux cellules non traitees avec 1 'actif. On observe 
cette hausse de luminescence ainsi bien dans les fibroblastes que dans les adipocytes, ce 
qui signifie que Paugmentation d'ATP s'effectue aussi bien dans les deux types de 
cellules. 

Cependant, au niveau des fibroblastes l'augmentation d6bute k 5 minutes et atteint son 
25 maximum 15 minutes aprfes radministration de Tactif selon l'invention, pour revenir 
approximativement k son 6tat basal au bout de 2 hemes. Tandis qu'au niveau des 
adipocytes, le maximum est atteint 15 minutes apres l'application de l'actif et le taux 
d'ATP se maintient pendant, au moins, 3 heures. 
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Exemple 2 - Mise en evidence de Teflfet du peptide sur Fexpression des proteines de la 
matrice extracellulaire. 

Le but de Tetude est de determiner Tinfluence du peptide selon ^invention sur la 
synthese de fibronectine, sur la synthase de collagene de type I et de type m, par les 
5 fibroblastes, a Taide de la technique d'immunofluorescence. 

^immunofluorescence est une technique semi-quantitative qui permet d'apprecier le 
taux de chacune des prolines pr6sentes dans le cytoplasme cellulaire. 

Des fibroblastes humains sont ensemenc6s dans des Labteks puis mis en culture 
pendant une nuit. Lorsque les cellules sont arrivees a entre 40 et 70 %, environ, de 

10 confluence, apres rimjage avec du tampon HBS, une composition contenant une 
concentration de 10" 6 M du peptide de s6quence Arg-Gly-Ser, representatif de la famille de 
peptides selon Finvention, ou une composition contrdle ne contenant pas de peptide, est 
ajout6e. Les cellules sont ensuite incubees durant 24 heures. Apr&s Elimination des 
surnageants et rin9age des cultures, les cellules sont fix6es avec du paraformaldh6yde 

15 pendant 30 minutes k 4°C puis rinc6es avec du tampon PBS. 200pJL d'anticorps anti- 
fibronectine et/ou d'anticorps anti-collagene I et/ou d'anticorps anti-collag6ne HI sont alors 
ajoutes. L'incubation dure 30 minutes k temperature ambiante. Les surnageants sont 
61imin£s et les cellules sont rincees au PBS. 200jxL d'anticorps secondaire, couple a un 
marqueur fluorescent (la fluoresc&ne) est ensuite additionne. Aprfes 30 minutes 

20 d'incubation k temperature ambiante, les surnageants sont elimines et les cellules sont 
rincSes au PBS. Les lames sont alors montfies puis examinees au microscope k 
fluorescence inversee. Les quantites de fibronectine et/ou de collagdne de type I et/ou de 
type HI, synthetisees par les cellules, sont proportionnelles k TintensitS de la fluorescence. 
Les r6sultats obtenus d€montrent que Tajout de peptides dans le milieu de culture des 

25 fibroblastes a pour effet d'augmenter la synthese de fibronectine et/ou la synthase de 
collag&ne de type I et de type HI par les cellules. Cette stimulation a et6 observe de 
maniere importante. 

En effet, lorsque les fibroblastes sont incub6s en pr6sence de la composition contenant 
le peptide, on assiste au bout de 24 heures k une augmentation de Tintensite de la 
30 fluorescence, par rapport aux cellules non trait6es, traduisant ainsi une stimulation de la 
synthase de la fibronectine et/ou une stimulation de la synthase du collagene de type I et/ou 
une stimulation de la synthese du collagene de type HI par les fibroblastes. 
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Exemple 3 - Mise en evidence par immunofluorescence de Teffet du peptide sur 
1' expression des keratines. 

Le but de F6tude est de determiner r influence du peptide selon Finvention sur la 
synthase de k&ratines, par les keratinocytes, k Faide de la technique d4mmunofluorescence. 
5 Une etude par la technique ^immunofluorescence, identique k celle de Texemple 2, a 

ete effectu6e sur des keratinocytes humains HaCat, avec des anticorps anti-keratines Pan 
cKL 

Les r6sultats obtenus demontrent que l'ajout du peptide de sequence Arg-Gly-Ser, 
repr6sentatif de la famille de peptide selon Finvention, dans le milieu de culture des 
10 keratinocytes a pour effet d'augmenter la synthase de keratine par les cellules. Cette 
stimulation a 6te observ6e de manidre importante. En effet, lorsque les keratinocytes sont 
incubes en presence de la composition contenant les actifs, on assiste, au bout de 24 
heures, k une augmentation de l'intensite de la fluorescence traduisant ainsi une stimulation 
de la synthese de keratine par les k6ratinocytes. 

15 

Exemple 4 - Mise en evidence de Teffet du peptide sur la differenciation cellulaire. 

Le but de T6tude est de determiner Tinfluence du peptide selon Finvention sur la 
differenciation cellulaire, par la technique ^immunofluorescence. Le principe de cette 
technique repose sur la detection de marqueurs de la differenciation cellulaire comme, par 

20 exemple, Tinvolucrine et la molecule ERG. 

Une etude, par la technique ^immunofluorescence identique k celle des exemples 2 et 
3, a 6t6 effectuee sur des keratinocytes humains HaCat, avec des anticorps anti-ERG 1-2 
(la molecule ERG 1-2 etant marqueur de differenciation cellulaire tr£s precoce). 

Les resultats obtenus demontrent que Fajout du peptide de sequence Arg-Gly-Ser, 

25 repr6sentatif de la famille de peptide selon Finvention, dans le milieu de culture des 
keratinocytes a pour effet d'augmenter la quantit6 de molecules ERG pr6sente dans les 
cellules. Cette stimulation a et6 observ6e de maniere importante. En effet, lorsque les 
keratinocytes sont incubes en presence de la composition contenant le peptide, on assiste, 
au bout de 24 heures, k une augmentation de Tintensite de la fluorescence traduisant ainsi 

30 une stimulation de la synthase de molecules ERG par les keratinocytes done une 
augmentation due au taux de differenciation cellulaire. 
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Exemple 5 : Mise en evidence de Tactivite du peptide au niveau des adipocytes. 

1) Principe du test in-vitro : 

L'effet du peptide est evalue par observation microscopique du nombre et de la taUle 
des vacuoles lipidiques presents dans les adipocytes apres coloration. Les adipocytes etant 
5 incubes, ou non, en presence de la substance a tester. 

2) Modele experimental : 

La mise en Evidence de Tactivit6 biologique du principe actif a 6t6 realis6e sur la lignee 
cellulaire preadipocytaire 3T3-L1, maintenue dans un milieu adequat Ces preadipocytes 
etant capables de rentrer, dans certaines conditions, en phase de differentiation terminale. 

10 Les cellules sont ensemencSes dans des Labteks et entretenues jusqu*& 100 % de 

confluence en milieu de culture DMEM 10 % et SVF. Arriv6es k confluence, les cellules 
sont alors cultiv6es en milieu de culture classique, contenant des inducteurs de 
differentiation (IBMX, dexam£thasone et insuline), de fason k passer en phase de 
differentiation terminale et a obtenir ainsi des adipocytes matures. Les adipocytes sont 

15 alors trait6s avec le peptide de sequence Arg-Gly-Ser, representatif de la famille de peptide 
selon Tinvention, mis en solution k 1 % d'une solution k 50 ppm. Les adipocytes sont 
incub6s pendant des dur£es difterentes : 30 minutes, 3 heures et 6 heures. Aprfcs les 
differentes periodes d'incubation, en pr6sence, ou non, de Tactif k tester, les adipocytes 
sont colores avec la solution « Oil Red » (Sigma, O-0625). Cette solution est preparee par 

20 ajout de 0,5g de produit dans lOOmL d'isopropanol et par dilution au 4/10 dans de Peau 
distillee, puis filtration. Les adipocytes sont fix6s durant 10 minutes dans une solution de 
fonnol 4 % et NaCl, la solution Red Oil est appliquee durant 15 minutes. Une contre- 
coloration k rH6matoxyline, durant 30 secondes, est possible. Les cellules sont ensuite 
rinc6es avec de Teau ti^de et mont6es sur lames, en milieu hydrophile (Aquatex). 

25 L'observation est effectu6e au microscope optique. 

3) R&mltats: 

Les rSsultats de l'observation des cellules d&nontrent que, contrairement aux 
adipocytes matures t6moins (sur lesquels Tactif n'a pas et6 appliqu6), qui ont une forme 
volumineuse sph6rique et xme accumulation importante de vesicules lipidiques intra- 
30 cytoplasmique ; les adipocytes matures, traitSs par une solution contenant Tactif selon 
Tinvention, ont une morphologie moins arrondie et un contenu en v6sicules lipidiques 
intra-adipocytaires nettement diminu6. 
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La solution contenant le peptide selon Pinvention s'avere done particuliferement 
efficace dans le processus de limitation de Fhypertrophie adipocytaire en augmentant, 
vraisemblablement, le ph6nomfene de lipolyse. II permet done une Elimination des 
triglycerides contenus dans les v6sicules intra-adipocytaires. 
5 Ces resultats sont confirmed par le dosage du taux de glycerol relargue par les 

adipocytes dans le milieu surnageant, selon la technique d* analyse par HPLC, ainsi que par 
une technique de dosage enzymatique. 

Exemple 6 ; Mise en evidence de Factivite du peptide sur la quantite d'AMPc 
10 intracellulaire. 

1) Principe du test : 

L'objectif de ce test est de mesurer Faugmentation de la concentration d'AMPc 
intracellulaire, dans les adipocytes, afin d*en deduire Factivation de ph6nom^ne de 
lipolyse. 

IS La lipolyse est un mecanisme qui libere les triglycerides contenus dans les vacuoles des 

adipocytes. Cette reaction s'effectue grace k une enzyme, la Triglyceride-lipase, qui scinde 
les triglycerides en acides gras libres et en glycerol. Ces derniers sont relargu6s dans le 
milieu extracellulaire et 61imin6s dans la circulation sanguine. La Triglyceride-lipase est 
r6guiee par le taux d'AMPc intracellulaire. Ainsi, en augmentant le taux d'AMPc 

20 intracellulaire, on augmente Tactivite de Fenzyme permettant Fhydrolyse des triglycerides 
et on stimule ainsi le phenomdne de lipolyse. 

2) ModMe experimental : 

Le test a 6t6 effectue sur des fibroblastes 3T3-L1 en culture. Ces cellules ont la 
particularitfi de se diffSrencier, sous Taction d'un cocktail hormonal, en pre-adipocytes 

25 puis en adipocytes charges de triglycerides. 

Les cellules 3T3-L1 sont ensemenc6es sur des plaques de 24 puits et entretenues 1 
jusqu'£ 100 % de confluence en milieu de culture DMEM 10 % et SVF. Arrivees k 
confluence, les cellules sont alors cultivdes en milieu de culture classique, contenant dels 
inducteurs de differentiation (IBMX, dexam6thasone et insuline), de fa$on k passer en 

30 phases de differentiation terminale et k obtenir ainsi des adipocytes matures. Les 
adipocytes sont alors traites avec le peptide de sequence Arg-Gly-Ser, repr6sentatif de la 
famille de peptide selon Finvention, mis en solution a 1 % d'une solution k 50 ppm. Un 
test n6gatif contrSle est realise en presence d'une solution ne contenant pas d'actif. Les 
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adipocytes sont incub6s en presence, ou non, de l'actif a tester. La quantit6 d'AMPc 
intracellulaire est mesuree k differentes periodes (15 minutes, 30 minutes et 2 heures). 

Apr&s les differentes p&iodes d'incubation, en presence, ou non, de l'actif k tester, la 
quantite d'AMPc contenue dans les adipocytes est mesuree a l'aide du Kit «cAMP 
5 Biotrak® EIA System » de Amersham Biosciences. A la fin du temps d'incubation, les 
plaques sont videes, puis rincees avec du PBS froicL Le protocole de dosage de l'AMPc est 
r6alis6 suivant les instructions fournis par le kit Le dosage de PAMPc est effectue grace k 
la lecture de la DO k 450 nm (la quantity d'AMPc 6tant proportionnelle a la DO mesur6e). 

3) R6sultats: 

10 Les rfeultats expriment la concentration intracellulaire en AMPc, en nmol/mL, relev6e 
apres different temps d'incubation, ainsi que le pourcentage d'augmentation de la 
concentration dans les cellules traitees avec les actifs par rapport aux cellules non trait6es. 



Temps 


t = 0 


t = 15 min 


t = 30min 


t = 2h. 


Concentration en 
nmol/mL 


226 


246 


304 


287 


% 

d'augmentation 




+ 8,6 % 


+ 33 % 


+ 28% 



15 Ces r6sultats demontrent qu'en presence de l'actif, la quantit6 d'AMPc intracellulaire 

augmente significativement par rapport aux cellules non traitSes avec les actifs. Cette 
augmentation d6bute h 5 minutes, environ, et atteint son maximum 30 minutes aprSs 
1' administration du peptide selon l'invention. On n'observe aucune augmentation de la 
concentration sur les cellules non traitSes avec l'actif. 

20 Cette augmentation de la quantit6 d'AMPc dans les adipocytes, combinSe a\ix resultats. 

obtenus dans l'exemple 5, permet de conclure que le peptide selon l'invention agit, au 
niveau des adipocytes, sur le mecanisme de la lipolyse. En effet, en augmentant la quantit6 
d'AMPc intracellxilaire dans les adipocytes, on augmente l'activit6 de la Triglyc6ride- 
lipase, et on favorise ainsi la lipolyse. Le peptide selon l'invention favorise done 

25 l'61imination des triglycerides contenus dans les v6sicules intra-adipocytaires. 



Exemple 7 - Pr6paration de compositions. 

Ces compositions ont 6t6 obtenues par simple melange des diff6rents composants. Les 
quantit6s indiqu6es sont donn6es en pourcentage de poids. 
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1. Emulsion hufl^dans^egnj 



| Noms commerciaux 


| NomsINCI 


1 % massique 


PHASE HUILEUSE 


Montanov 68 


Cetearyl Alcohol (and) Cetearyl 
Ghicoside . 


5.00 


Huile de Jojoba 


Simmondsia Chimensis Seed Oil 


5.00 


Huile de Vaseline 


Paraffinum Liquidum (Mineral oil) 


5.00 


Isopropyl Palmitate 


Isopropyl Palmitate 


7.00 \ 


PHASE AQUEUSE 


Glycerine 


Glycerin 


5.00 


Allantoine 


Allantoin 


0.10 


peptide Arg-Gly-Ser 




1,5 ppm 


Sepigel 305 


Polyacrylamide (and) C13-14 Isoparaffln 
(and) Laureth-7 


0,30 


Conservateur 




0,50 


Parfum 


Parfum (Fragrance) 


0,50 


Eau demin6ralisee 


Aqua (Water) 


Qsp 


2. Lotion 


Noms commerciaux 


NomsINCI 


% massique 


Mono Propylene Glycol 


Propylene Glycol 


1,00 


Allantoine 


Allantoin 


0,30 


Glycerine 


Glycerin 


1,00 


Cetiol HE 


PEG-7 Glyceryl Cocoate 


1,00 


Peptide Arg-Gly-Ser 




0,1 ppm 


Conservateur 




0,20 


Parfum 


Parfum (Fragrance) 


0,50 


Eau demineralis6e 


Aqua (Water) 


qsp 



3. Gel 



Noms commerciaux 


NomsINCI 


% massique 


Carbopol Ultrez 10 ( 2% ) 


Carbomer 


25.00 


Triethanolamine 


triethanolamine 


0,50 



WO 2004/043482 




T/FR2003/003280 



Noms commerciawc 


NomsINCI 


% massique 


Peptide Arg-Gly-Ser 




1 ppm 


Conservateur 




0,20 


EDTA 


Tetrasodium EDTA 


0.10 


Parfum 


Parfum (Fragrance) 


0,50 


Colorant hydrosoluble 




Qsp 


Eau d6mineralis6e 


Aqua (Water) 


Qsp 


4. Crfeme amincissante 






\ 


Noms commerciawc 


! 


NomsINCI 


1 % massique 


PHASE A 


Montanov 68 


Cetearyl Alcohol (and) Cetearyl 
Glucoside 


5.00 


Squalane 


Squalane 


2.50 


DUBIPP 


Isopropyl Palmitate 


3.50 


Eutanol G 


Octyldodecanol 


1.50 


Phenonip i 


Phenoxyethanol (and) Methylparaben 
(and) Ethylparaben (and) Butylparaben 
(and) Propylparaben (and) 
Isobutylparaben 


0.50 


PHASES 


Eau d6mineralis6e 


Aqua (Water) 


Qsp 


Glycerine 


Glycerin 


3.00 


Butylene Glycol 


Butylene glycol 


3.00 


PHASEC 


Simulgel EG 


Sodium Acrylate/Acryloyldimethyl 
Taurate Copolymer(and) 
Isohexadecane(and) Polysorbate 80 


0.60 


PHASED 


Peptide Arg-Gly-Ser 




1.25 ppm 


Parfum 


Parfum (Fragrance) 


Qsp 


Colorant 




Qsp 





Les constituants de la phase A sont fondus a 75°C et les constituants de la phase B ] 
chauffes a 75°C. La phase A est 6mulsionn6e a B, puis le m61ange est refix>idi en dessous 
de 40°C. Les phases C et D sont ensuite additionn6es sous agitation constante. 
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5. Spray Raffermissant - Amincissant 



Noms commerciaux 


[ NomsINCI 


% massique 


PHASE A 


Emulgade SEV 


Glyceryl Stearate (and) Ceteareth-20 
(and) Ceteareth-12 (and) Cetearyl 
Alcohol 


4.60 


Eumulgin B2 


Ceteareth-20 


1.40 


Cetiol OE 


Dicaprylyl Ether 


3.00 


DUBB1215 


C12-C15 Alkyl Benzoate 


5.00 


Phenonip 


Phenoxyethanol (and) Methylparaben 
(and) Ethylparaben (and) Butylparaben 
(and) Propylparaben (and) 
Isobutylparaben 


0.50 ; 


DUBININ 


Isononyl Isononanoate 


5.00 


Phenonip 


Phenoxyethanol (and) Methylparaben 
(and) Ethylparaben (and) Butylparaben 
(and) Propylparaben (and) 
Isobutylparaben 


0.50 


PHASES 


Eau demineralis6e 


Aqua (Water) 


15.00 


Glycerine 


Glycerin 


3.00 


PHASEC 


Eau d&nineralisee | Aqua (Water) 


Qsp 


PHASED 


Peptide Arg-Gly-Ser 




1.50 ppm 


Parium 


Parfum (Fragrance) 


qsp 


Colorant 




qsp 



Les constituants de la phase A et de la phase B sont chauffes s6parement k 65°C ; la I 
5 phase B est incorporee a la phase A sous agitation. La temperature du melange est montee 

k 83°C puis il est refroidi jusqu'd. une temperature d'inversion de phase. La phase C est J 

-I 

ensuite additionnee. L'actif est incorpor6 lorsque la temp6rature atteint moins de 40°C. Ill 
est alors possible d'ajouter des parfums et/ou des colorants. * 

10 6. Gel Raffermissant - Amincissant - anti-cellulite 

Noms commerciaux I NomsINCI I % massique 
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Noms commerciaux 


NomsINCI 


% massique 


Carbopol Ultrez 10 ( 2% ) 


Carbomer 


25.00 


Eau demineralisee 


Aqua (Water) 


Qsp 


DUB DIOL 


Methyl Propanediol 


3.00 


EDTA 


Tetrasodium EDTA 


0.10 


Glydant Plus Liquid 


DMDM HydantoTn (and) 
Iodopropynyl butylcarbamate 


0.20 


Peptide Arg-Gly-Ser 




1.25 ppm 


TEA 


Triethanolamine 


0.50 


Parfum 


Parfum (Fragrance) 


Qsp 


Colorant hydrosoluble 




Qsp 



Le gel de Carbopol est prepar6 4 2%. Les ingredients sont ajoutes dans l'ordre enumer6 
ci-dessus, sous agitation. Le melange est ensuite neutralise avec la TEA. Le parfum et les 
colorants sont ajoutes si necessaire. 



-i 



\4 
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REVINDICATIONS 

1) Utilisation, en tant qu'agent actif, d*au moins un peptide de formule (T) : 

(AA)n-Arg-Gly-Ser-(AA)n (I) 
5 dans laquelle (AA) est un quelconque acide amine ou un de ses d6rives, n est un 

entier compris entre 0 et 3 ; dans ou pour la preparation d*une composition 
cosmetique et/ou dermatologique et/ou pharmaceutique. 

2) Utilisation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que le peptide poss&de la 
10 sequence Arg-Gly-Ser. 

3) Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce que le peptide est 
choisi parmi les peptides dont au moins un groupement fonctionnel est prot6g6 
par im groupement protecteur, ce groupement protecteur 6tant soit une acylation 

15 ou une ac6tylation de rextr6mit6 amino-tenninale, soit sur une amidation ou une 

est^rification de l'extr&nitS carboxy-terminale, soit les deux. 

4) Utilisation selon Time quelconque des revendications prec6dentes caract6ris6e en 
ce que le peptide est present dans la composition k une concentration comprise . 

20 entre 0,05 et 500 ppm environ, et pr6f6rentiellement h une concentration comprise 

entre 0,1 et 50 ppm environ par rapport au poids total de la preparation finale. 

5) Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes caract6risee en 
ce que le peptide est pr6alablement solubilis6 dans un ou plusieurs solvants 

25 cosm&iquement ou phannaceutiquement acceptables comme Teau, l'gfhanol, le 

propylene glycol, le butylene glycol, le dipropylene glycol, les diglycols 
6thoxyl6s ou propoxytes, les polyols cycliques, la vaseline, une huile v6g6tale ou 
tout m61ange de ces solvants. 



30 6) Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes caract6ris6e en 

ce que le peptide est prealablement solubilis6 dans un vecteur cosmetique ou 
pharmaceutique comme les liposomes ou adsorb6s sur des polymdres organiques 
poudreux, des supports min&aux comme les talcs et bentonites, et plus 
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generalement solubilises dans, ou fixes sur, tout vecteux cosmetiquement ou 
phaimaceutiquement acceptable. 

7) Utilisation d'au moins un compose de formule (I) tel que defini selon l*une 
quelconque des revendications 1 4 6, ou d'une composition le comprenant, en tant 
qu'agent de soin et de traitement pour la peau et/ou les phaneres permettant 
d'activer le metabolisme 6nerg6tique cellulaire. 

8) Utilisation d'au moins un compost de formule (I) tel que d6fini selon Tune 
quelconque des revendications 1 4 6, ou d'une composition le comprenant, en tant 
qu'agent de soin et de traitement pour la peau et/ou les phan&res pr6sentant des 
propriet6s cytostimulantes, notamment en tant qu'agent de soin favorisant la 
regeneration tissulaire. 

9) Utilisation d'au moins un compose de formule (T) tel que defini selon Tune 
quelconque des revendications 14 6, dans ou pour la preparation d'une 
composition ; le compose ou la composition etant destin6s 4 stimuler la synthese 
des prolines de la matrice extracellulaire et/ou k stimuler la synthase de 
k6ratines. 

10) Utilisation d f au moins un compose de formule (I) tel que defini selon Pune 
quelconque des revendications 14 6, dans ou pour la preparation d'une 
composition ; le compose ou la composition 6tant destin6s a lutter de maniere 
curative et/ou preventive contre les manifestations du vieillissement cutan6. 

11) Utilisation d'au moins un compost de formule (I) tel que defini selon l'une 
quelconque des revendications 14 6, dans ou pour la preparation d'une 
composition ; le compose ou la composition etant destines k proteger la peau 
et/ou les cheveux contre tous types degressions exterieures. 

12) Utilisation d'au moins un compose de formule (I) tel que defini selon l'une 
quelconque des revendications 14 6, dans ou pour la preparation d'une 
composition ; le compose ou la composition etant destines au traitement de la 
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10 



15 



20 



25 



cellulite et/ou de la peau d'orange ; et/ou afin de r&iuire, 61iminer ou pr6venir les 
surcharges graisseuses sous-cutanees. 

13) Composition cosm£tique et/ou dermatologique et/ou pharmaceutique caract6ris6e 
en ce qu'elle contient, dans un milieu acceptable, comme principe actif, au moins 
un peptide de formule (I) : 



dans laquelle (AA) est un quelconque acide amin6 ou un de ses derives, n est un 
entier compris entre 0 et 3. 

14) Composition selon la revendication 13 caract6ris£e en ce que le peptide poss^de 
la s6quence Arg-Gly-Ser. 

15) Composition selon rune quelconque des revendications 13 ou 14 caract6ris6e en 
ce que le peptide est choisi parmi les peptides dont au moins un groupement 
fonctionnel est protege par un groupement protecteur, ce groupement protecteur 
Stant soit une acylation ou une ac6tylation de Textremite amino-terminale, soit sur 
une amidation ou une est6rification de TextrSmite carboxy-terminale, soit les 
deux. 

16) Composition selon Tune quelconque des revendications 13 415 caract£ris6e en ce 
que le peptide est present dans la composition k une concentration comprise entre 
0,05 et 500 ppm environ, et pr6f6rentiellement k une concentration comprise entre 
0,1 et 50 ppm environ par rapport au poids total de la composition finale. 

17) Composition selon Tune quelconque des revendications 13 k 16, caract£ris6e en 
ce qu'elle se presente sous la forme d'une composition cosm6tique et/ou 
dermatologique adapt6e k radministration par voie topique cutan£e comprenant 
un milieu cosm6tiquement ou pharmaceutiquement acceptable. 

18) Composition selon Tune quelconque des revendications 13 417 caract6risee en ce 
que le peptide est pr6alablement solubilisG dans un ou plusieurs solvants 
cosm6tiquement ou pharmaceutiquement acceptables comme l'eau, l'ethanol, le 



(AA)n-Arg-Gly-Ser-(AA)n 



(I) 
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propylene glycol, le butylene glycol, le dipropylfene glycol, les diglycols 
ethoxyi6s ou propoxyles, les polyols cycliques, la vaseline, une huile vegetale ou 
tout melange de ces solvants. 

19) Composition selon Pune quelconque des revendications 13 k 17 caracterisee en ce 
que le peptide est prealablement solubilis£ dans un vecteur cosm6tique ou 
pharmaceutique comme les liposomes ou adsorbes sur des polymdres organiques 
poudreux, des supports mineraux comme les talcs et bentonites, et plus 
gen&ralement solubilis£s dans, ou fix6s sur, tout vecteur cosm6tiquement ou 
pharmaceutiquement acceptable. 

20) Composition selon Pune quelconque des revendications 13 a 19, caract6ris6e en 
ce qu'elle se presente sous forme d'une solution aqueuse, hydralcoolique ou 
huileuse ou sous la forme d'une emulsion huile-dans-eau, eau-dans-huile ou 
Emulsions multiples ou sous forme de cr&me, de suspensions, ou encore poudres ; 
ces compositions pouvant etre plus ou moins fluides ou solides et avoir l'aspect 
d'une crdme, d'une lotion, d'un lait, d'un serum, d'une pommade, d'un gel, d'une 
pSte, d'une mousse ou d'un stick. 

21) Proc6de de traitement cosm6tique afin de traiter les peaux &g6es et/ou afin de 
combattre de mani&re curative et/ou preventive les ph6nomdnes du vieillissement 
cutane consistant k appliquer sur la surface de la peau une quantite efficace d'une 
composition telle que d6finie selon l'une quelconque des revendications 13 k 20. 

22) Proc6d6 de traitement cosmetique afin de prot^ger la peau et/ou les cheveux 
contre tous les types degressions ext6rieures consistant k appliquer sur la surface 
de la peau une quantity efficace d'une composition telle que d6finie selon l'une 
quelconque des revendications 1 3 k 20. 

23) Proc6de de soin cosm6tique destine k r6duire, 61iminer et/ou pr6venir les 
surcharges graisseuses sous-cutan6es ; et/ou destin6 k lutter contre la cellulite ; 
et/ou k lutter contre le ph6nomdne de peau d'orange, consistant k appliquer sur la 
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surface de la peau une quantite efficace d'une composition telle que d6finie selon 
l*une quelconque des revendications 13 a 20. 
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le document en entier 

FR 2 788 777 A (SEDERMA SA) 
28 Julllet 2000 (2000-07-28) 
le document en entier 

DUDA TERESA ET AL: "Core sequence of ATP 
regulatory module 1n receptor guanylate 
cycl ases . n 

FEBS (FEDERATION OF EUROPEAN BIOCHEMICAL 

SOCIETIES) LETTERS , 

vol. 315, no. 2, 1993, pages 143-148, 

XP002243861 

ISSN: 0014-5793 

page 144, colonne de droite, dernier 
allnea 
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1-20 



1-20 



I J Voir la suite du cadre C pour la fin de la Dste des documents 



ID 



Las documents de families de brevets son! IndJques en annexe 



• Categories speciales de documents cites: 

'A* document deflnissant ratal general de la technique, non 

considers comme partlcuiterement pertlnenl 
'E' document anterieur, mats publte a la date de depot International 

ou apres cette date 
a L* document pouvant Jeter un doute sur une revendl cation de 

priortte ou cite pour determiner la date de publication cf une 

autre citation ou pour une raison specials (telle qulndlquee) 
'O* document se referant a une divulgation orala, a un usage, a 

une exposition ou lous autres moyens 
•F document pubiie avant la date da depot International mate 

posterieurement a la date de priorite revendi quee 



■T* document uiterleur publle apres la date de depot international ou la 
date da priortte et n'appartenenant pas a Fetat de la 
technique pertinent, mate die pour comprendre le princlpe 
ou la theorte constituant la base de invention 

"X* document partlculierement pertinent; rTnven tlon revencfiquee ne peut 
etre consfderee comme nouveBe ou comme ImpUquant une acUvue 
Inventive par rapport au document considers bote merit 

"Y" document partlculierement pertinent; flnven tlon revendtouee 
ne peut etre conslderee comme impDquant une adhrite inventive 
lorsqus le document est associe a un ou pbisteurs autres 
documents de meme nature, cette comblnaJson etant evtdenle 
pour une person ne du metier 
document qui fa& parte de la meme famine de brevets 



Date a laqueBe ta recherche intemattonale a ete effectlvement achevee 

16 avrll 2004 



Date tfexpedttton du present rapport de recherche Internationale 

26/04/2004 



Nom et adresse postale de r admin lstrai;-..i chargee de la recherche Internationale 
Office European des Brevets, P.O. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRi]swi)k 
TeL (431-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 



Fonettonnalre autortse 



Deck, A 



FotmuWre PCT/1SA/210 (deuxieme teuifio) (Jantfer 2004) 



BEST AVAILABLE COPY 




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demands Internationale n° 

PCT/FR 03/03280 



Cadre I Observations - lorsqirll a ete estime que certain es revendlcations ne pouvaient pas faire I'objet d'une recnerch 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a r article 17.2)a). certain es revendlcations n'ont pas fait robjet <f une recherche pour tes motifs suivants: 

1. | X | Lea revendlcations n 03 

se rapportant a un objet a regard duquel ^administration rfest pas tanue ds proceder a !a recherche, a savdn 

Bien que les revendi cations 7, 8 et 21 concernent entre autre une methode de 
traiteraent du corps huraa1n/an1mal , la recherche a ete effectuee et basee sur 
les effets Imputes au produit/a la composition. 

2. [j Les revendlcations n 08 

se rapportant a das parties da la demands Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qif une recherche significative putese etre effectuee, en partfculien 



3. | I Les revendlcations n°» 

sent des revendlcations dependantes et ne sont pas redlgees conformernent aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4a). 



Cadre (I Observations - lorsqu'H y a absence d'unltd de nnvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'admlnlstration charge e de la recherche inter nationals a trouve plusieure Inventions dans la demands Internationale, a savolr: 



1 . I | Comme toutes les taxes addfttonneUes ont 6te payees dans les delate par Is deposant, le present rapport de recherche 
' — 1 Internationale porta sur toutes les revendlcations pouvant fairs Pobjet cfune recherche. 

Comme toutes les recherchea portant sur les revendlcations qui s*y pr§talent ont pu etre sffsctuess sans effort parti culier 
justifiant une taxs additionnsfle, ^administration n'a solltdte le paiement cfaucune taxe de cette nature. 



3. Comme une partie seulement des taxes additionnellss demand ees a ete payee dans les delals par le deposant, le present 
1 — 1 rapport de recherche Internationale ne ports que sur les revendlcations pour Issquslles tes taxes ont 6te payees, a savoir 
les revendlcations n 03 



4. Aucune taxe addJtionnello demandee n'a ete payee dans lea deiais par le deposant En consequence, le present rapport 
I — ' de recherche Internationale ne porte que sur Plnvention mentionnee en premier lieu dans les revendicatlons; elle est 
couverte par les revendlcations n oa 



Remarque quant a la reserve Les taxes addltionnefes etalent accompagnees d* uns reserve de la part du deposar 

I 2] ^ paiement des taxes addltionnelles n'etait assort! cTauoune reserve. 



Formulalre PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (JuiDet 1998) 
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RAPPORT DE R^IERCHE INTERNATIONALE 

Reoadgnements retetlfs aux m e mbr es do famines do brevets 




PCT/FR 03/03280 



1 J— 

Document brevet cite 1 

on ran no rt cte recherche ( 
au rapport da recherche | 


Date da 


Membre(s) da la 
famlDe da brevets) 


Data da 
publication 


EP 0764444 A 


26-03-1997 


FR 


2738746 Al 


Ol AO 1007 

21-03-1997 
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i 






CA 


2185932 Al 


20-03-1997 








DE 


69619753 Dl 


18-04-2002 








DE 


69619753 T2 


08-08-2002 








EP 


0764444 Al 


26-03-1997 


i 

\ 






ES 


2174039 T3 


01-11-2002 


f 






WO 


9710838 Al 


27-03-1997 








JP 


2831979 B2 


02-12-1998 








JP 


9124502 A 


13-05-1997 








PL 


324485 Al 


25-05-1998 








RU 


2180590 C2 


20-03-2002 





FR 2788777 A 28-07-2000 FR 2788777 Al 28-07-2000 

AU 3051700 A 07-08-2000 

W0 0043417 Al 27-07-2000 



Fomublra FC17ISA/210 (armoo (smiles d> brevets) (Janvier 2004) 



